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緒言
前報"で著者らは酵母細胞壁溶解鯵紫の強力な生産菌
株を分隊し，そのうちの 1菌株について同定を行なった
結果，Strepto刑yceshygroscopicus に属することを
明らかにした。そこで今回はひきつづき本菌株の溶解酵
素生産のための培養条件について検討を加え.さらに得
られた士宮妥f戸液の塩折酵素標品について酵素化学的性質
を調べたので報告する。
実験材料および実験方法
1.酋の液体培養
前士宮ー 護:500m~答振鐘フラスコに製バン用乾燥酵母(オ
リエンタル酵母製)1.0%， Kz HPO. 0.2%. MgSO，・
7HzO 0.01% (pH7.0) を含む基礎液体培地100m~ を入
れ，本菌l白金耳を釣菌し28'C2日開銀漫培養し前筏養
とした。
本土音養 士音t也組成を検討する場合には上記の基礎液体
沼地組成に各種炭素源ならびに窒素源の一定量を加えた
組成のt音養液100~ を pH7 . 0に調整し，これを本培養基と
して坂口フラスコに分注滅菌し. 2~ずつ無菌的に採取
した前縫養液を加えて28'Cで適時振漫t苦養を行なった。
それぞれの沼地組成の板ロフラスコを経時的に 1本ず
つ引き上げ培養液を遠心分厳(12000r.p. m. 20分)し得
られた上清液の pHを調べたのち， pH6.0付近に調整し
て活性を測定した。
使用した炭素源はグルコース，ラク トー ス，デキスト
リン.可i存性デン粉.パレイショデン粉で何れも市販品で
ある。窒索i原と して使用したものは基礎培1也の乾燥醇母
のほか大豆粕 (Soybeanmeal. s.b.mと略)，コーン
ステープリカー(Corn s teep liquor、c.s. 1.と田島)ポリ
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ペプトン.カゼインてヘ何れも市版品である 大豆粕抽
出液を窒素i原として用いるときは 2.5%大豆粕懸池液を
120"C. 1時間オートクレーブしたのちi戸過により残1査を
除去したi戸液を用いた。このi戸液には大'il.粕の宅素の約
50%が可溶性宅索として他出されていた
2. i奮:地成分の炭素及び窒素含量の測定
潟地に用いた各物質中の全糖量はグJレコースを標準に
用いてフェノール硫酸法2)により測定した。これより炭
素量を求める際にはグルコース中の炭素の比率を40%と
して算出した。また窒素含量はケルダー/レ法引によ りisl!
定した。
3. I事母細胞溶解活性 (Lytic Activity、L.A と略)
基質酵母としては培地に用いたのと同じ製パン用乾燥
酵母を主として使用した。とくに新鮮酵母を基質として
用いる場合には.sαccharo明 ycescαrlsbergensisを次
のような方法により t苦養した。まず麦芽寒天(ニッサン
製)斜面借地に上記酵母菌を接種し.25'C. 2日間前士宮
養したのち，集菌して10~の無菌水に懸i虫した。}jl! にシ
ヨ機10%，(NH 4 )2HP04 0.13%. KH2 PO， 0.1%， 
MgSO. 7H2 0 0.05% (pH6.4 ) を含む合成湾地100~
を坂口フラスコに入れて滅菌し，この本培養基にさきに
用意、した酵母理聖地液の全量を加えて25'C，20時間振漫t音
養した。士音養後遺，c，、分般により集菌し無菌水で2回洗浄
しためらこの菌を新しい合成培地に移して再び同一条件
で結養をおこない集荷洗浄して基質用新鮮醇母とした。
L.A.測定にはこれらの醗母を乾燥重量てそれぞれ 100
mgを含むo.IMリン駿緩衝液 (pH6.0) l m~ を用い. こ
れにt音養I戸液 8~， または塩析した酵素液の一定置を加
えて全量を 9.Om~にし40'C で反応をおこなった。沼地条
件を検討する目的で培養液中の活性を測定する場合I:t.反
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応時間を20時間とし. ~ぷ析酵素の性質を調べる場合はそ
の都度適当な反応時間を設定した。反応終了後. 2000r. 
p.m. 10分間違心分離し，沈澱残溢を純水で2回洗浄し
たのちl05'Cで恒量に達するまで乾燥し霊量を測定した
(SE)。また L.A測定の都度，反応液の酵素の代りに酵
素の溶媒を加えた対照をおいてこの残乾量をi*IJ定した(So)。
この両者の差から酵素反応による基質醇母の減少重
量を求め.これを未反応の基質酵母の残乾量で除して次
式のように浴解活性(%)を表わした。
So - SE 
Lvtic Activity， % = 一一一一一一一一一ー X 100 
So 
4 .組酵素の銅製
乾燥酵母1.0%. 大豆粕3.0%. グルコース 1%. 
K，HPO，O.2%. MgSO， 7H，O 0.01 % (pH7. 0)を含む
培地を100miずつ60本の坂口フラスコに入れ.1の項に記
した方法により 4日間援法培養した。培養終了後遠心分
離して得られた上清液 3tに硫安を加えて0.8飽和にし
pH6.2で一夜静置した。生じた塩析物を遠心分離し沈澱
を純水に対して透析したのち内液中の不溶性物質を再び
遠心分離し上清と沈殿をそれぞれ別にして凍結乾燥した。
こうして上消部分より1.3g，沈殿部分より2.0gを得た。
両者の10mgずつを用いて測定した L.Aはそれぞれ56.2
%と74.0%であった。
5 .グルカナーゼ活性
ラミナリン (K& K Laboratories Inc.) 2 mgを含
むO.IM酢椴緩衝液 (pH5.0) lrniに醇素液 lmiを加え
40'C， 20分反応させたのち銅液 2miを加えて反応を停止
し生成した還元力をSomogyi-Nelson法411こよりグル コ
スをf票当主として，1Ii1定した。この条件によってグルコー
スlmgを生ずるときを l単位 (U)とした。また組目孝紫
の各種グルカンに対する作用をしらべる場合にはL.A
の最適pHが7であったことを考慮し基質 2mgをO.IMリ
ン椴緩衝液 (pH7)に溶解または懸油し酵素の一定量
を加えて会最が2miとなるようにし， 40'C20分反応させ
ラミナリンの場合と同じ方法で生成還元力を測定した。
基質に用いた酵母グルカ ンIj:Misakiら引の方法により，
醇母細胞唆標品はNorthcoteら6Jの方法により.自己消化
処理酵母はTanakaらi)の方法によりそれぞれ製バン用乾
燥酵母よリ調君主した。酵母グルカンは少量の0.02NNaOH 
に溶かしたのちpHを7.0付近に調整して使用した。
6 .プロテアーゼ活性
カゼイン-275nm吸収B法に準拠し. 0.6%カゼイン
}容液 (pH7.0)5miに酵素液 1miを加えて30'C. 10分間
反応させたのちたんぱく沈殿試薬5泌を加えて反応を停
止し生じた沈殿をj戸過して除き市液の275nmにおける吸
物
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光値を測定した。この条件で0.0.1.0 を生ずる酵紫量
をl単位(1U)とした。
実 験結果
1 . St. hygγoscopicus 202菌株の醇母細胞壁溶解酵素
の産生におよぽす培地成分の影響
一般に微生物による酵素の生産は培地成分によって大
きく影響されるので本菌の場合も溶解酵素の生産に最適
な条件を調べる目的で以下に示す一連の実験を行なった。
1.培地に添加する乾燥静母濠度
前報1において本菌の生産する溶解酵素活性は基礎培
地中の酵母濃度を 1%としたときに最も高いことが観察
された。この際培地に添加した酵母は溶解酵素の誘導物
質として利用されるばかりでなく菌の生育のための主な
栄養源でもあるので，培地の酵母濃度を0.5-4%の範囲
にして培養日数と酵素生産の関係をしらべ，その結果を
褒ー1および図ー1に示した。いずれの添加波度においても
得られる最高活性は全体的に低いが. 2%添加培地で3
日間培養したときの活性が50%のL.A を示し最も高か
った。酵母濃度が高い程活性がピークに到達するまでの
培養日数が長くなるが，その最高活性値は酵母濃度2-
4%の間で大差が見られなかった。 2%添加時の培地の
pHは培養の初期に僅かに低下したが，次第に微アルカリ
性に変化しこの上昇の初期段階において酵素活性が最も
高かった。同様の傾向は他の酵母濃度の場合にも観察さ
れた。
2.窒素源の種類
一般に放線閣の振盈培養に用いられる窒素源Ij:有機態
の釜素で，主にたんぱく質およびその分解物が用いられ
大豆粕.ベプトンなどは工業用原料として最もよく利用
されている。こ、では窒素i原として大豆粕及びその 2.5
%抽出液，コーンステープリカー.ポリペプトン，カゼ
イン，乾燥酵母 (Dryyeast) を用いこれらの筏地成分
が酵素生産に及ぼす影響を検討した。さきの報告 にお
いて本菌のスターチの資化性がよかったこと，グルコー
スの添加が酵素の産生に効果のあったことから今回は基
礎培地にグlレコースとポテトスターチ各1%を炭素源と
して加えておき，これに上記の窒素源を 1%ずつ添加し
た培地に本菌を接種し経時的に活性と pHの変化を追跡、
しその結果を図-2および表ー2に示した。培地の L.A.
は3日目に最高に達する場合が多かったが，室紫i原の添
加によって L.A.に増加が認められたのは大豆粕とc.s. 
l.であった。 また培地中のプロテアーゼ活性は無添加の
場合に比べて両者とも高くなっておりこのことはL.A.
の地加と関係があるのではないかと推察された。
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図ー1 溶解活性の産生に及ぽす酵母i農度
の彩符
表-1 溶解活性のilE生に及lます酵母1農!支の影響
基礎培地成分と波度 最 t.¥ 活 性
微量塩% 乾燥酵母% C/Ntヒ 日数 pH L. A. • % 
K，HPO‘ 0.5 1.9 2 7.3 31.8 
+ 0.2 1.0 1 3 7.7 37.5 
MgHSz O‘- 2.0 " 3 7.6 49.6 7 H，O 3.0 " 4 8.0 45.1 0.01 
4.0 1 4 7.9 46.9 
• i容解活性， Lytic Activity 
表-2 t音I也笠井~i原の酵素産生に及ぽす~3電車
基礎培地に添加した成分と護，~ 最高活性について
培地 ほ養 L.A. グル H プロ “ 炭:t;源% 常幸源 % C/N 
日猿
pH 
% 
カナー ゼ テ7 ゼー
比 U U 
大豆粕1.0 6.5 3 7.4 63.9 0.16 0.49 
2.5%大豆 7.0 3 7.3 47.0 。1 0.37 
スター チ 粕拍IH液一
1.0 コー ンス
+ テー プ"1.0 8.8 5 7.3 46.0 0.18 0.44 カー
グルコー 無添加 13.7 3 7.6 4.9 0.15 0.10 
A 1.0 
乾燥傍母1.0 7.8 5 7.2 36.2 0.24 O.l 
i見合. 1.0 6.7 3 6.8 33.5 0.03 0.13 
ペプトン1.0 4.9 3 6.9 29.8 。ω 0.05 
カゼイン1.0 5.0 3 5.6 3.9 。 。
-大立粕0.25%，ベプトン0.25%，コンステープリカ-
0.25%，乾燥酵母0.25%を含む。
“ 培養液 1mt当り の単位。
3 .炭素源の種類
基礎培地に安索源として大豆粕， c.s.L， ペプトン. 乾
燥酵母の等益出合物を 1%加え.これにグルコース，デキ
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図-2 溶解活性の産生に及ぼす培地~素税
の影響
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図ー3 i容解活性の産生に及lます陪I也炭嘉源
の影響
ストリン.デン粉， ラク トースなと・の炭素源を 2%ずつ
添加しL.A の生産に及ぼす影響をしらべた。これらの
中計約IJU効果のあった炭素i原は図-3および表-3に示され
るようにグルコースのみで.士吉主主2日目に最も商いしA
を示した。この場合のC/N比は大豆粁li:l¥IJnの場合のC/N
比と同じく 6.5であるが大豆粕添加の場合よリ活性のピ
ークが早〈現われる傾向を示した。このようにグルコー
スの添加が磁の生育とともに酵素の1宝生を早める傾向の
あることは前報1)でも観祭された。
4 .大豆粕とグルコースの添加濃度
っきeに添加1効果のあった百三索i原と炭素源の適当な添加
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濃度を検討するために大豆粕の場合は基礎培地にグルコ
ース 1%を加え.これに添加する大豆粕の量を 0-4%
に変え. グルコースの場合は基礎t苦地に大豆粕 1%を加
えてこれに添加するグルコースの枇を0-3.0%に変え経
時的に得養液の酵紫活性を追跡した。
結果1;.図-4.5及び褒-4.51ニ示されるように.炭素A源
としてグルコース 1%添加時に最も高い L.A. ヵ1~られ.
グルコース濃度が2%を超えるときは培地の pHも低く
なりまたグルカナーゼの産生もおさえられ L.A.も{氏か
った。しかしブロテアーゼ活性はこれと関係なくグルコ
ース濃度が増すにつれ高い値を示した。これらの結巣は
グルカナーゼの庭生と L.A.のつよさに何らかの関連が
あることを示すものと考えられた。一方窓索源として大
豆粕のI農皮を k持させると 3%まではL.A.も高くなり
最高のL.A を示したが4%では低下の傾向をポした。
表-3 士宮地炭素源の醇楽産生に及ぼす彩符
基礎沼地に添加した成分1:1度 最高活性について
t音地 !~養 L.A. グル .プロ .
宝章源% Ifi.需源% C/N 日数 pH % カナー テ7-比 ゼ U ゼ U
グルコー ス 2.0 6.5 2 7.3 67.2 。。
s. b. m. 無i!!加 1.4 2 7.5 63.3 0.26 0.06 
C. s. 1 デキストリン 2.0 7.0 2 6.9 54.9 0.12 0.03 
ペプトン スタ王千 1.0 ι7 3 7.4 48.6 0.25 0.06 
乾燥傍母 グル -" 1.0 
各0.25 スター チ 2.0 7.0 4 6.8 38.9 0.07 。
ラ7ト-7. 2.0 6.5 5 7.2 36.8 0.10 0.06 
可稿作デン締2.0 7.0 4 6.8 33.9 0.04 。
• l音養液 1mt当りの単位.
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図-4 溶解活性の産生に及ぼす大豆粕i慶
度の影響
物
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グルカナー ゼ活性Ii.. グルコース添加の場合と異なリ大
豆粕の濃度が布くなるとやや上昇の傾向を示した。ブロ
テアーゼも大豆粕添加濃度が向くなると k持したが7ル
コース添加の場合42その影響1;1.大きくなかった。以上の
ことからグルコースの添加濃度は 1%.大豆粕の添tJuiJ度
表-4 酵紫の産主に及ぼす大豆粕il度の影響
基礎埼地に添加した成分と濠度 最高活性について
借地 培養 L.A. グル ブロ炭素源% 窒葉源% C/N 
日数 pH % カナー ゼ テアー ゼ比 U U 
無添加 7.5 5 8.4 49.7 (0侃)“ (0 )・
大豆粕 1.0 3.9 4 8.1 80.2 0.12 0.30 
グルコース
2.0 3.0 4 8.0 80.5 0.09 0.23 ， 
1.0 2.8 4 8.0 87 .2 0.12 0.50 ， 3.0 . 4.0 2.3 4 8.1 69.7 0.13 0.41 
• t:苦袋液 1mf当りの単位。
•• t音養4日自の{払
褒-5 醇索のilfiJ主に及ぼすグルコース濃度の彩符
基礎沼地に添加した成分と濃度 最高活性について
tf地 培養 L.A グJレ H プロ~葉様% 炭草紙% C/N 日数 pH % カナー ゼ テアー ゼ比 U U 
無添加 1.6 3 7.7 75.3 (0.ω)・ (0.01)" 
'11レチース 0.5 2.8 4 8.1 73.7 0.13 0.21 
)di粕1.0 . 1.0 3.9 4 ι1 80.2 0.12 0.30 
， 2.0 6.1 4 7.9 73.4 0.09 0.55 . 3.0 8.5 4 6.8 13.8 0.03 0.65 
• t:音養液 Imt当りの単位.
•• t吉養4日自の1I.
pH 
L.A 1% 
% 
80 
60 
40 
20 
2 3 4 5 日
t音菱自数
図ー5 溶解活性の産生に及ぼすグルコー
スI1皮の影響
表一7
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本菌の培養条件
養 本 主同 養
1.0 % 乾燥酵母 1.0 % 
0.2 % 大証粕 3.0 % 
0.01% K，HPO. 0.2 % 
江幡 ・他:酵母細胞笠溶解酵素
度1;13%がそれぞれ適当であろうと考えられた。
5 .培地中の大宣車自と乾燥酵母およびグルコースの適当
な濃度比の検討 前 t音
これまでに培地組成について検討した給米ーを総括する 乾燥醇母
と窒素減については乾燥酵母の場合 2%，大豆粕の場合 K，HPO. 
3%，炭素i原についてはグルコース 1%の場合にそれぞ
れL.A.の生産がもっとも増強されることが明らかであ
った。そこで今まで用いて来た乾燥醇母 1%を含む基俊
培地にさらに乾燥酵母や大豆粕をhnえて窒素源濃度を 4
%に増加し， これに炭素i原としてグルコース 1%を添加
した場合と添加しない場合を)j慮して表6に示すような
4種の泊地を用いて犠養液中のL.A.を経l待自力に測定し
た。その繕果は図-6及び褒-6に示されるように何れの培
地でも L.A. 70% -80%を示し 3-5日までL.A.はほ
ぼ安定しているが，そのうち L.A.の最も向かったのは.
乾燥酵母と大豆粕をそれぞれ 2%含む培地であった。し
かし乾燥醇母 1%と大豆粕 3%を含む借地の場合もはば
前者の培地に匹敵する L.A.を生売し且つ培地成分と
しては大豆柏の万が様悩であるため，大拭培養による溶
褒-6 府地の民事母.大豆粕，グルコースの濃度比と溶解
活性
無限出こ添加しf法案源と炭紫源 13日間待養15日間楕養
竺仁2
3 
3 
2 
2 2 
????
60 
40 
酵母sふm.グヲレコース
... 1%， 3%， 1%， 
ベ〉ー1%，3%， 
4←2%， 2%， 1%， 
〈ト 2%，2% 
20 
2 3 4 
t音養日数
図-6 培地中の大豆粕商事母及びグルコー
スの濃度比と溶解活性
5 日
MgSO.・7H，O
pH 7.0， 28'C I MgSO.・7H，O 0.01% 
2日間娠没培益後.本培養 IpH 7.0， 28・c
巷100mに対し2mずつ接種 13-4日銀境培養
解僻;f，の調裂には充分利用できるものと考えた。 炭素i原
として. 1%グルコースを添加すると L.Aの産生はや
や早められるがL.A.の収i止は無添加の場合に比して大
差がなかった。 以上の結*"より傍母細胞1~溶解酵素生産
のための信義条件を表-7に示すように決定した。
II.醗母細胞壁溶解籾勝棄の性質
上にのべた培養条件によってえられた情義1戸液より硫
安0.8飽和で塩析された粗醇素を透析後，凍結乾燥した標
品を用いて本酵素の酵母溶解に対する醇索化学的諸性質
を調べた。
1.溶解反応の速度に及ぼす欝型軽海度の影響
2.5%組酵，t液を原液と し2001音希釈までの聞で各濃度
の酵素液を作成し， この酵素液8melこ，基質として従来
と同様乾燥酵母100mgをO.lMリン酸緩衝液 (pH6.0)lmt 
に懸泊したものを加えて後件後40'C，20時間反応させた。
活性は待養条件を検討した場合と同様L.A.で示した。
結果は図-7に見られるように.反応速度は酵素濃度の低
いところでは酵素盈に比例 していたが， L.A.が50%以
?
??
??
60 
40 
。
切 1々 %
酵素濃度
図-7 反応速度に及lます
酵素濃度の影響
(21 ) 
上を示すところでは著しく低下した。このように酵素濃
度が高くなると反応速度が低下することは一般の酵素反
応におけるおもな原因.すなわち基質i農度の減少または
生成物による阻得.反応時間の長いためにおこる醇索自
身の失治のほかに. 2在質がtM維な鱗造を有する細胞その
ものであり， したがってニの細胞の溶解に関与するいく 40 
つかの階紫相互間の作用も要因となっているものと考え
られた。
2 .反応の時間的経過と燭鉾条件の皮応速度に及lます影 20 
響
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L.A. 
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20 
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反応 時間
。
2 18 
時間
図-8 反応、の時間的経退
上の実験でえられた結果を参考に酵索は 5mgを8mtの
純水に溶解したものを用い，上と同一条件下で30分から
20時間にわたって反応を行なった。また反応時のf受持条
件として反応開始時にスパテラでよく後持 しただけの場
合と.アクロパットスターラー(エムエス機器製)を用
いて反応中も償梓を継続した場合とを比較した。結果は
図-8に示したが.何れの場合も L.A.50%程度までの分
解は時間とともに直線的に進行したがそれ以降の反応迷
反は急迷に低下した。また短時間反応の場合は，スター
ラーを用いた方がわずかに反応速度は上弄したが長時間
反応ではその効呆はなくむしろ静苛反応の場合よりL.A.
は{低かった。
3 .反応の最適pH
1;1空の乾燥隊母100mgを含む懸治液lmtとそれぞれのpH
をもっO.lM緩衝液3meを出ぜた試験管を40.C15分子温し
たのち 2%醇紫液 1mtを加え撹鉾しながら 2時間反応を
行ないそれぞれのpHにおけるL.A.を求めた。 pH4.0-6.0
の場合fiクエン駿一リン般緩衝液.pH6.0-7.6て・liリン罰金
緩衝液. pH7.6-9.0て"fiトリスアミノメタン緩衝液を使用
物 学
L.A. 
60 
40 
20 
。
4 8 10 6 
pH 
図-9 反応のpH-活性曲線
L.A. 
% 
60 
。
20 60 'c 40 
温度
図ー10 反応速度と温度
した。この結果.本反応の作用最適pHは7.0付近の比較
的狭い範囲にあることが明らかとなった(図-9)ので.
以後の実験はpH7.0で行うこととした。
4 反応の最適温度
l.Ii'l1酵母100mgを含む懸湖液 1mtlこO.lMリン酸緩衝液
(pH7.0) 3meを加えた試験管を20.C-70.Cの各設定出度
にWoi節したti.i品槽につけて30分加弘した後. 1 %酵紫液
1 mtを加え.30分毎に後持しながら 3時間反応をさせた
のち L.A.を求めた。図ー10の結果より.45.Cまでは反応
j生皮がm大したがそれ以上のところでは熱変性による急
激な活1:の低下が見られた。従って反応i品皮は従来通り
4ぴCで行なうこととした。
5 .醇棄のpH安定性
各pHの緩衝液は 3の項でpHー活性曲線を求めるため
(22) 
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図-11 酵素のpH安定性
20 40 60 ℃ 
i~~ I!X UlL :;l.. 
図-12 円~.，f;の然安定判
に使用した絞節減のほかに pH9.0-11.0のホウ酸 ・ボウ
両立ナト リウム絞iftji伐をあらたにjむIJILpH3.0ー l1.0にぷ
ける 本醇索の安定住をしらべた。各pHの0.1M緩衝液 1
mtと1%酵素液 1meを接触させ20'C阿i品梢'1に24時間的
也5したのち.手キJ慌に pH7.0のO.lMリン終緩衝液を 2mC
加え てpHを調べ.さらに pHの低いところとおし、ところ
はO.lN-NaOH及びO.1Nー HC1でpH7.0に調幣L.lt土終
{j: 1，1を4meとした。 ニれにJ左質の位燥骨子"争10%懸沙i夜l
meを力1え.40・C，3時間反応、させたのち L.A.を求めた
結*'を図ー11ニ示した。これよりNli存解際ぷ['1~まは pH4 . 0
11.0の広い pH陀fnlにf1ってかなり安定であることがわ
かった。
6 .酵素の熱安定性
各試験管に 1%際業液 1mfを採取し， 20・C-70・Cの各
(23) 
品皮に15分間1静静後fil:ちに=iIil品に反し.O.IM 1)ン般緩衝
液 (pH7.0)3mf と 10%傍舟~d血液 1 meを1mえ.40'C， 3 
時間反応させたのちの L.A.を求めた。 この条例e下での
本醇索活性は40'Cまでは安定であるがそれ以上の品度で
は急 J主に低下し‘60'Cでは完全に失活した(図ー12)。
7 . ft壷素反応に及ぼす阻害剤の影響
っさーに数種の阻芥刑を尉いて本昨惑が鮮母車Ul ij包 ~j. i詳解
作用に及l:tす彩特をしらべた。 1%酵主124准 1meに0.1M 
1)ン般緩衝液 (pH7.0) 2meと5XIO-3M!担当制溶液 l
mCを11え宅J品に 1時間的置 したのち10%両手母懸i血液 1me 
を加 えて40'C3時間反応させL.A を求めた。 またβ-
1，3ー グルカナーゼ活性に対する影響を調べるために， ).1; 
質にラミナリンを用いる場合は使用酵ぷ祉を0.8mg，酵母
クノレカンをJtlいる日寺:は1.2501呂とし， それぞれO.lMリン
般緩衝液 (pH7.0)0.5m.eにとかしこれに 4×103M阻
害斉'JO.5meを加えて上と同様楼触ミせたのち，0.2%.JH1 
I容液 1meを加えて40'C，20分反応後生成還元和:，1:1.1:を測定
表-8 各種図書斉IJの ;~ft特
!温 :;I;~ 青IJ
相 対 活 性
酵母俳胞 ラミナリン *^'苦グルカノ カゼイ〆
PCMB* 48.4 100.0 81.0 60.8 
ヨード酢厳 100.0 81.0 79.7 
HgCI2 35.8 。 。 6.6 
CuSO.， 58.7 100.0 89.7 。
無 添加l 100.0 100.0 100.0 100.0 
※p ~ Chloromercur ibcJlzoate 
した。プロテア セ'it性に対する杉科r;t降素 1mgを0.1
M 1)ン般緩衝液 (pH7.0)0.5melことか し1.2X10 M阻
害責IJO.5meを加えてJ'と同 じようにtk触 させたのち0.6%
カゼイン 5meを加えて常法によりプロテアーゼ活f生を測
定 した。いずれ も反応時の|阻害剤は10-
3
Mで， 阻害斉IJ無
添1mの場令の活性をIOQとして相I台市性をボめ表-8に示し
た。Hg は醇母細胞に対するj容解. グlレカナーゼ，プロ
テアーゼの何れの活性をも著しく!;]l~した 。 Cuいはプ ロ
テアーゼを完全に阻害したがクルカナーゼに対する|迫害
は僅かて二母子母細胞の浴解に対しでほぼ40%程度の阻害
を示した。 PCMBは解母グルカン， カゼイン.酵母細胞
の分解を!坦与したがその位l支はそれぞilNなっていた。
これらの結果は，酵母細胞の浴解に グルカナ ゼやプロ
テアーゼが或る紅J玄関与することを示日をしており ，Na-
gasakiら叫による、morerandom'f分解}恒のendoー β，0) 
-1.3ー グルカナーセ YamamolOら によるラ ミナ リベ
ンタオース単位に分解するβー 1，3ー グルカナーゼ.およ
びOkazaki'l)による向i品性糸状的のβ-1.3ー グルカナー
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ゼがこれらの阻害剤に対して示す性質ともよく 類似して
いた。
8 .本酵素標品の各種グルカンに対する作用
基質としてラミ ナリン，務母グルカン，~*母細胞壁襟
品および自己消化処理酵母の各2mgを純水 lmeに溶解な
いし懸独し， これに1.25mgの酵素 (ラミナリン基質のま具
合のみ 2分のl量) を含むリン酸緩衝依 (pH7.0) 1 mA 
を加え40"C20分反応後の分解率をグルコースを標準とし
た還元力の生成により測定した。表-9の結果は本階索が
分離精製されたグルカン襟品には作用するが‘この条件
下でーは酵母細胞H~標品に対しては分解し 1縫い ことを示し
ている。 しかし反応によって生じた還元力を測定するだ
けでは細胞唱に組み込まれたグルカンの分解程度を明ら
かにする ことは困難なのて二 可溶性区分の全絡を測定す
る方法も採用して現在分析を進めている。また薄層クロ
マトグラフィーによりラミナリンの分解物としてグルコ
ース.ラミナリビオー丈、 ラミナリトリ オースが検出さ
れたほかわずかに重合!支の高いオリゴ惜の存在も認めら
れた。これらの結巣は本襟品中lニendo-1~のグルカナ
ゼの存ずEするこ とを示すものであるが.これが1i~1号細胞
t琶の溶解に近接関与するものであるかど うかはさ らに静
素の粘裂により解析を要するところである。 本内李主告f~，fln を
密度勾配等電点'忍気1氷動法により分函した予備実験によ
ると.酵母細胞壁に対する分解作用は等電点 3-4. 5付
近と等電点7付近に見出された。前者は醇母細胞壁標品
に作用するばかりでなくラミナリンにも作用するのに対し
後者は酵母細胞壁標品のみに特異的に作用することが観
察された。ことことは酵母細胞壁の溶解に関与する本標
品中のグルカナーゼの多機性を示日をする ものである。 こ
の点については引続き検討中である。
9 .本醇素標品の新鮮醇母および乾燥酵母に対する溶解
作用と作用を受けた細胞の形態観察
対数期の新鮮酵母および基質として用いて来た乾燥醇
時それぞれ100mgを含むO.lM1)ン鮫緩衝液(pH6.0) 
1 mtlこたんぱく質として 1mgを含む酵素液0.5meを加え全
容量を3.0mfとして40"C，24時間反応を行ない L.A を
求めた。比較検討のために従来より酵母の溶解活性が高
いと言われているカタツム ↓jの消化液 (Helicase，Suc 
Dicestif O'Helix Pomatia， lndustrie Biologique 
Franca ise) .40μ1 (たんぱく質 1mgに相当)を上と同一
条件で作用させた。 またβー メルカプトエタノー/レ処惑が
酵素による醇母細胞壁溶解を促進することが知られてい
る"ので本実験においてもO.OlMβー メ /レカプトエタノ-
Jレ共存下で上と同様反応させその LA に及ぼす効栄を検
言すした。その結果は表ー10に示されるように本醇索とカタ
物
?
表-9 各種グルカン襟品に対する作用
| 分解率%
ラミナリン I 5.3 
酵母グノレカン
酵母細胞壁標品
自己消化処理醇母
?
?
??
?
????
表-10 新鮮酵母および乾燥醇母に対する作用
メルカプト 消化率oた(%つ)むり酵 母 ヱタ ノ ノレ 塩析酵素 消化注
81 88 
新鮮酵母
+ 97 98 
44 5 
乾燥酵母
十 95 上 59 
ソムリの消化液て・はかなり異なった特徴のあることが見
出された。本騨素の新鮮酵母に対する L.A は81%でカ
タツム 1)の消化液のそれに匹敵する程度であった。また
乾燥膨1#:に対する消化作用はいずれの襟品も新鮮酵母に
対する作用より劣った。 しかし本酵素の乾燥酵母に対す
るL.A . 1:1.44%でかたつむり の場合の5%に対し著 しく
高いニとは本酵紫の特徴として興味深Lυ このことは培
地成分に酵素の誘導物質と して.乾燥酵母を使用 してい
ることに起因しているのかも知れなL、。メルカプ!エタ
写真一1 処理 両手母
写真一2 未処 理階母
(24) 
江幡・他:酵母細胞墜溶解酵素 ー 25-
/-1レ共存下では両醗紫とも新鮮酵母に対しては10%程
度の消化率の増加を示し，乾燥酵母に対しては50%粍度
の増加を示した。電子顕微鏡ならびに位相差顕微鏡によ
る叙祭に際しては.新鮮酵母および乾燥鮮母いずれも約
10mgを含む0.03Mリン駿緩衝液 (pH6.0)1 mfに.本醇
索0.5mf( 1 mgのたんぱく貨を含む)を作用させ.浸透圧
安定刻としてO.OlMリン 駿カ リウムを含む1.2M"?ンニ y
トー ルを1.5mt加え会最 3meとし室温で24時間反応させ
て生ずる変化を検銑観察した。写真ー1及び2は電子顕微
鋭による形態観察の l例で務索作用をうけた静母の細胞
膜表層には細胞C~の存率Eが認められない。また位相差顕
微鏡によっても球状のプロトプラス トの形成が観察され
マ.~。
要約
1 .さきに著者らが分離同定した酵母細胞壁ifi.解際緊の
生産菌株 Streptomyceshygroscopicωsp.202のt音
養条件を検討した結果本菌の溶解酵素生産には乾燥隊母
1.0%大豆粕3.0%.K2HPO‘0.2%， MgSO‘・7H200.01
% (pH7.0)の沼地組成が適当であるニとを明らかにし
司.. 
.~  
2 本隊素の最適pHは7，0付近にあ りPH4.0-11.0の範
囲で安定で，反応速度は45.Cにおいて最大値を示し.60 
'c 15分間の処理で完全に失活した。 i容解活性は103Mの
Hg+ の存在で約36%に低下し同濃度のPCMBやCu. で
は，はほ50%の阻害を受けた.標品中のグルカナーゼ活
性もプロテアーゼ活性 bHg により殆んど完全に阻害
きれまた CuH ではプロテアーゼのみが阻Z与され
たので両醇宣告とも溶解活性に強い関連のあること が明ら
かであるが，なおその他の酵紫の関与している可能性の
あることが示唆された。以上は乾燥酵母についての結栄
であるが.本酵素は新鮮隣母に対しでもよ く作用 した。
またノルカプトエタノールグ〉共存下では新鮮酵母で15%
乾燥酵母で'i50%の溶解活性の増加が認められた.mチ
顕微鏡により本酵紫による酵母細胞壁の消失状態が観察
された。
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Summary 
1 . Cond itions for the production of a' Iytic enヌymeof Streptomyces hygroscopicus sp. 202 were 
investigated. The lytic enzyme was produced in a medium containing 1.0% of baker's yeast， 3 
% soybean meal， 0.2% KzHPO" 0.01% MgSO， at pH 7.0. 
2 . For Iysis of dried baker's yeas t cells the optimum pH 、四s7.0. The lytic activity of the engyme、岨 S
relatively stable betweem pH 4 and 11. The maximal velocity of lysis was formed at 45・C剖叫
the litic activity was completely lost by incubation at 60・'cfor 15 min. [n the presence of Hg，++ 
the lytic activity on dried yeast cells was decreased to 36% and both the hydrolysis 01 lami-
(25) 
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narin and casein were completely inhibited by the same metal ion. PCMB and Cu++affected on these 
activities to a different extent. The enzyme was also able to disrupt the ceJls of living brewer's 
yeast. Mercaptoethanol facilitated the lysis of dried baker's yeast and the living cells of 
brewer's yeast by the enzyme. The formation of protoplasts of the yeast ceJl was observed by 
means of electron microscopy. 
(26) 
